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Abstract (Basic): DE~-4.99.3 3 2 8 8>- Al <■ 

NOVELTY - An adeno-associated virus (AAV) structural protein (I) 
which comprises at least one mutation that reduces the virulence of the 
virus . 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for: 

(1) A nucleic acid (II) that encodes (I); 

(2) A host cell (III) comprising (II); 

(3) Producing (I) by comprises: 

(i) culturing (III) ; and 

(ii) isolating (I) ; and ( 

(4) A pharmaceutical composition consisting of (I) and a suitable 
pharmaceutical carrier. > 

ACTIVITY - Cytostatic. 

MECHANISM OF ACTION - Gene Therapy. 

USE - (I) , nucleic acids encoding (I) , and/or cells transfected 
with the nucleic acid encoding (I) that reduce the virulence of AAV are 
useful in transforming cells and/or in gene therapy (claimed), in 
particular to treat tumors. 

ADVANTAGE - The mutated AAV provides an efficient vector with 
reduced pathogenicity and no significant change in its infectivity. 

pp; 12 DwgNo 0/0 
Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - BIOTECHNOLOGY - Preferred Protein: The mutation 
does not significantly effect the infectivity of the virus. (I) is 
necessary for the formation of the viral particle. (I) is preferably 
mutated VP1, VP2 , or VP 3 protein. (I) is derived from AAV2 , AAV3 , AAV4 , 
AAV5 , and/or AAV6 , and especially AAV2 . The mutation is located at the 
N-terminus of (I) and at the surface of the virus. The mutation may be 
a point mutation, mutations of more than one amino acid, one or more 
deletions, one or more insertions, or a combination of any of the 
above. A protein or peptide, that is preferably immunosuppressive, is 
inserted. The protein may comprise a further mutation where it losses 
its infectivity. This mutation may be one or more deletions, one or 
more insertions or a combination of the two. A cell membrane receptor 
ligand, a Rep -protein or -peptide, an immunosuppressive protein or 
peptide and/or a protein or peptide with a signal to the synthesis of 
the double stranded DNA of the foreign gene are inserted. The insertion 
is preferably an integrin, a cytokine or a receptor binding domain of a 
cytokine, an integrin or growth factor, a antibody specific for a cell 
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surface receptor or surface structures, a Stuart that binds the 
antibody or an epitope. The mutation where one or more insertions at 
Xho-1 or BsrBI or deletions between BsrBI and Hindll or between 
Xhol-Xhol restriction sites of VP1 coding sequences. One or more 
insertions are made into VP before and after at least one amino acid 
described in the specific substances section. (I) is in the form of a 
AAV particle, preferably in the form of an AAV-capsid. 

Preferred Composition: The composition preferably comprises at 
least two proteins of the invention. 
Title. Terms : NEW; ADENO; ASSOCIATE; VIRUS; STRUCTURE; PROTEIN; COMPRISE; 

ONE; MUTANT; REDUCE; VIRULENT; USEFUL; VIRUS; VECTOR; GENE ; THERAPEUTIC ; 

TREAT 
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International Patent Class (Additional) : A61K-03 1/711 ; A61K-03 9/23 ; 
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File Segment: CPI 

Manual Codes (CPI/A-N) : B04-C01G; B04-E02F; B04-F0100E; B04-N02A; B14-H01; 

B14-H01B; B14-S03; D05-C11; D05-H12B2; D05-H12F; D05-H14A1; D05-H17B6 
Chemical Fragment Codes (Ml) : 

Q233 RA013I-T RA013I-N 
M905 N104 N136 N161 P631 P633 Q233 RA00H1-T RA00H1-N 
M905 N104 N136 N161 P631 P633 Q233 RA00GT-T RA00GT-N 
H4 

M313 M315 M321 M322 M323 M331 M332 M333 M340 M342 
M381 M391 M393 M423 M510 M520 M531 M540 M710 M720 
N136 N161 P631 P633 Q233 RA19F7-T RA19F7-N RA19F7- 
Hl H100 H181 H4 H403 H441 H482 H8 JO J014 Jl J171 J3 J373 

S32 M333 M340 M342 
531 M540 M710 M720 
-T RA39XQ-N RA39XQ-P 
F423 G013 G019 G100 HI H100 H181 H2 H211 H4 H405 H442 H484 
H8 JO J014 Jl J171 J3 J311 J373 K0- L2. L250 M280 M312 M313 M314 M315 
M321 M322 M323 M331 M332 M333 M340 M342 M343 M349 M371 M381 M392 
M393 M423 M510 M521 M532 M540 M710 M720 M904 M905 N104 N136 N161 
P631 P633 Q233 RA19FA-T RA19FA-N RA19FA-P 
*07* F011 F012 F423 G010 G019 G100 HI H101 H182 H2 H211 H4 H401 H481 H8 

JO J014 Jl J173 J3 J311 J373 M280 M311 M312 M313 M314 M315 M321 M323 
M332 M333 M340 M342 M343 M349 M371 M381 M392 M393 M423 M510 M521 
M532 M540 M710 M720 M904 M905 N104 N136 N161 P631 P633 Q233 RA19FB-T 
RA19FB-N RA19FB-P 

*08* F011 F012 F423 G013 G100 HI H100 H181 H2 H211 H4 H403 H441 H482 H8 

JO J014 Jl J172 J3 J311 J373 M280 M311 M312 M313 M314 M321 M323 M331 
M332 M333 M340 M342 M343 M349 M371 M381 M391 M393 M423 M510 M521 
M531 M540 M710 M720 M904 M905 N104 N136 N161 P631 P633 Q233 RA19FD-T 
RA19FD-N RA19FD-P 

*09* HI H100 H181 H4 H401 H481 H8 JO J014 Jl J171 J3 J373 K0 L2 L250 L299 
M280 M311 M312 M313 M314 M315 M321 M322 M323 M331 M3.32 M333 M340 
M342 M343 M349 M381 M393 M423 M620 M710 M720 M904 M905 N104 N136 
N161 P631 P633 Q233 RA19FH-T RA19FH-N RA19FH-P 
Specif ic Compound Numbers : RA013I-T; RA013I-N; RA013I-P; RA00H1-T; RA00H1-N 

; RA00H1-P; RA00GT-T; RAOOGT-N; RA0.0GT-P; RA19F7-T; RA19F7-N; RA19F7-P; 

RA39XQ-T; RA39XQ-N; RA39XQ-P; RA19FA-T; RA19FA-N; RA19FA-P; RA19FB-T; 

RA19FB-N; RA19FB-P; RA19FD-T; RA19FD-N; RA19FD-P; RA19FH-T; RA19FH-N; 

RA19FH-P 
Key Word Indexing Terms : 
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® Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus mit veranderter Antigenitat, seine Herstellung und Verwendung 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Strukturprotein 
von Adeno-assoziiertem Virus (AAV), das mindestens 
eine Mutation enthalt, die eine Verringerung der Antigeni- 
tat bewirkt, seine Herstellung und Verwendung. 



00 
00 
CM 

CO 
CO 

o> 

O) 



BUNDESDRUCKEREI 11.00 002 063/807/1 



17 



DE 199 33 288 A 1 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus (AAV), das mindestens eine Mu- 
tation enthalt, die eine Verringerung der Antigenitat bewirkt, seine Herstellung und Verwendung. 
5 Das AAV- Virus gehort zur Familie der Parvoviren. Diese zeichnen sich durch ein ikosaedrisches, unbehiilltes Kapsid 
mit einem Durchmesser von 18 bis 30 nm aus, welches eine lineare, einzelstrangige DNA von ca. 5 kb enthalt. Fur eine 
effiziente Vermehrung von AAV ist eine Coinfektion der Wirtszelle mit Helferviren, beispielsweise mit Adenoviren, Her- 
pesviren oder Vacciniaviren erforderlich. In Abwesenheit eines Helfervirus geht AAV in einen Latenzzustand iiber, wo 
bei das Virusgenom in der Lage ist, stabil in das Wirtszellgenom zu integrieren. Die Eigenschaft von AAV, in das Wirts- 

10 genom zu integrieren, macht es als Transduktionsvektor fur SaugeticrzeHen besonders intercssant. Fur die Vcktorfunk- 
tionen gentigen im allgemeinen die beiden ca. 145 bp langen invertierten terminalen Wiederholungssequenzen (l'l'K: "In- 
verted Terminal Repeats"). Sie tragen die "cis" notwendigen Signale fur Replikation, Verpackung und Integration in das 
Wirtszellgenom. Zur Verpackung in rekombinante Vektorpartikel wird ein Helferplasmid, welches die Gene fur nicht- 
strukturelle Proteine (Rep-Proteine) und fur strukturelle Proteine (Cap- Proteine) tragt, in verpackungsgeeignete Zellen, 

15 z. B. HeLa- oder 293-Zellen, transfiziert, die hierauf beispielsweise mit Adenovirus infizicrt wcrden. Nach cinigen Tagcn 
erhalt man ein Lysat, welches rekombinante AAV-Partikel enthalt. Geeignete Helferplasmide sind z. B. bei Chiorini et 
al., (1995) Hum. Gene Then 6, 1531-1541 oder Girod et al. (1999), Nat. Med. beschrieben. 

Das AAV- Kapsid besteht aus drei verschiedenen Proteinen: VP1, VP2 und VP3, deren relative Anteile 5% VP1, 
5% VP2 und 90% VP3 sind. Die AAV-Kapsidgene sind am rechten Ende des AAV-Genoms lokalisiert und werden durch 

20 iiberlappende Sequenzen desselben offenen Leserahmens (ORF) unter Verwendung verschiedencr Starlkodons kodicrt. 
Das VPl-Gen enthalt die ganze VP2-Gensequenz, welche wiederum die ganze VP3-Gensequenz mit einem spezifischen 
N-terminalen Bereich enthalt. Die Tatsache, daB die iiberlappenden Leserahmen fur alle drei AAV- Kapsid- Proteine ko- 
dieren, ist fur die obligatorische Expression aller Kapsid-Proteine, wenn auch zu unterschiedlichen Anteilen, verantwort- 
lich. 

25 Die Molekularmassen der Kapsid-Proteine sind 87 kD fur VP1, 73 kD fiir VP2 und 62 kD fur VP3. Die Sequenzen der 
Kapsidgene sind in Srivastava, A. et al. (1983), J. Virol., 45, 555 564; Muzyczka, N. (1992), Curr. Top. Micro. Im- 
munol., 158, 97-129, Ruffing, N. et al. (1992), J. ViroL, 66, 6922-6930 oder Rutledge, E. A. et al. (1998) J. Virol. 72, 
309-319 beispielsweise beschrieben. Die physikalische und genetische Kane des AAV-Genoms ist beispielsweise bei 
Kotin, R. M, (1994), Human Gene Therapy, 5, 793-801 beschrieben. 

30 Zudem sind verschiedene AAV-Serotypen bekannt, von denen der menschliche AAV-Serotyp 2 (AAV2) ein Virus vek- 
tor mit vorteilhaften Eigenschaften fiir die somatische Gentherapie darstellt. Die wesentlichen \forteile sind die fehlende 
Pathogenitat fur den Menschen, die stabile Integration viraler DNA in das zellulare Genom, die Fahigkeit, nicht teilende 
Zellen zu infizieren, die Stabilitat des Virions, was die Aufreinigung zu hohen Titern (10 11 Partikel pro mi) ermoghcht, 
die relativ geringe Immunogenitat sowie das weitgehende Fehlen viraler Gene und Genprodukte im rckombinantcn 

35 AAV-Vektor, was unter Sicherheitsaspekten fur die Verwendung in der Gentherapie vorteilhaft ist. Die Klonierung von 
Genen in den AAV-Vektor erfolgt mittlerweile nach den dem Fachmann allgemein bekanntcn Methodcn, wic sic z. B. in 
WO 95/23 867, bei Chiorini, J. A. et al, (1995), Human Gene Therapy, 6, 1531-1541 oder bei Kotin, R. M. (1994), supra, 
beschrieben sind. 

Der Einsatz gerade viraler Vektoren in der Gentherapie ist im hohen MaBe von der Antigenitat des verwendeten Sy- 

40 stems abhangig, da mit einer hohen Antigenitat auch eine verstarkte Immunantwort einhergeht, die mit dem Therapieer- 
folg interferieren konnte. Daher ist auch die Antigenitat des AAV- Virus von entscheidender Bedeutung fiir dessen Ver- 
wendbarkeit in der Therapie. Unter dem Begriff Antigen versteht man Stoffe, die nach Einfuhrung in den Organismus 
von Menschen und Tieren eine spczifische Immunantwort ausloscn. Diese auBcrt sich entweder in der Bildung von An- 
tikorpem (humorale Immunantwort) und der Entwicklung einer zellvermittelten Immunitat (zellulare Immunantwort) 

45 oder einer spezifischen imrnunologischen Toleranz. Voraussetzung einer Immunantwort (fur die Immunogenitat des An- 
tigens) ist im allgemeinen, daB das Antigen voin Organismus als freind erkannt wird, daB es ein MW > 1 kDa besitzt und 
der Stoffklasse der Proteine oder Polysaccharide, seltener Desoxyribonucleinsauren oder Lipide angehort. Kornplexere 
Strukturen wie z. B. Baktericn, Viren oder Erythrocyten (partikulare Antigcne) sind im allgemeinen noch wirksamcrc 
Antigene, besitzen also hohe Antigenitat. Unter Antigenitat versteht man daher im Sinne dieser Erfindung die Fahigkeit 

50 mit dem Imrnunsystem (humoralcs und zellulares) durch Bindung zu intcragicrcn (erkannt zu wcrden). Der Begriff um- 
faBt dabei auch die Immunogenitat, also auch die Fahigkeit zur Auslosung einer Immunantwort. Gerade bei Viren kon- 
nen dabei prinzipiell antigene Strukturen fur die Antikorperbindung nicht nur durch die Primarstruktur, sondern auch 
durch die Sekundar-, Tertiar- oder Quartarstruktur der Kapsid-Proteine bzw. Kapside bestimmt sein. 

Chapman M. S. und Rossmann M. G. (1993), Virology, 194, 491-508 konnten durch Sequenzvergleiche mit verschie- 

55 denen Parvoviren, aus dem die antigenen Unterschiede zwischen den Kapsidproteinen vorhergesagt wurden, die wich- 
tigsten Antigen-Determinanten des CPV-Kapsids identifizieren. Nach dieser Untersuchung ist die Antigenitat des CPV- 
Kapsid-Proteins primar an extern exponicrtc Loops mit hohcr Scquenz-Variabilitat gebunden. Bcim AAV- Virus-Kapsid 
hingegen gibt es derartige Untersuchungen noch nicht. Lediglich die WO 96/00587 beschreibt AAV-Kapsid-Fusionspro- 
teine, bei denen beispielsweise in die fur ein Kapsid-Protein codierende DNA die fur ein klinisch relevantes Antigen co- 

60 dierende DNA eingefugt wird, ohne daB dies mit der Kapsidbildung interferiert, und das Konstrukt als AAV-Kapsid-Fu- 
sionsprotein exprimiert wird. Die klinisch relevanten Antigene sind Epitope, die beispielsweise aus Bakterien (z. B. Sal- 
monella), Viren (z. B, env-HIV) oder Tumorzellen stammcn. Die entslehenden AAV- Kapsid- Fusion sprotcine sollen eine 
Immunantwort auslosen, also fur eine gesteigerte Antigenitat der AAV- Viren sorgen. 

Eine verringerte Antigenitat des AAV wird im Stand der Tcchnik nicht diskutiert. Fiir die praktischc Anwcndung von 

65 AAV- Vektoren - gerade in der Gentherapie - ist aber eine verringerte Antigenitat im Vergleich zum Wildtyp oder zu vom 
Wildtyp abgeleiteten AAV- Vektoren von Vorteil. Denn auch Wildtyp- AAV hat durchaus Antigen-Determinanten. So gibt 
es anti-AAV2 Ig positive Individuen, bei denen eine Therapie mit AAV- Vektoren einer Wildtyp- Antigenitat zwangslaufig 
schwierig bis unmoglich ist. Ebenso konnte ein Patient bei wicdcrholter Therapie mit AAV- Vektoren zunchmend cine 
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humorale und/oder zellulare Imrnunantwort gegen die verwcndcten AAV-Vektoren cntwickeln. Eine derartigc Immuni- 
sierung wurde den Erfolg einer Therapie schmalern bzw. verhindern. Je geringer also die Antigenitat eines rekombinan- 
ten AAV- Virus ist oder je mehr sich seine Antigenitat von einem Wildtyp- Virus oder einem zuvor verwendeten rekom- 
binanten AAV- Virus unterscheidet, desto erfolgversprechender erscheint dessen therapeutischer Einsatz. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, die Antigenitat des AAV- Virus insbesondere eines Strukturproteins 5 
gegeniiber dem Wildtyp zu verringern. Insbesondere sollten durch Modifikation AAV-Vektoren entwickelt werden, die 
einen spezifischen und effizienten Gentransfer ermoglichen, aber der Imrnunantwort besser oder vollstandig entgehen. 
Daher sollte die Modifikation bevorzugt so erfolgen, daB sich gleichzeitig die Infektiositat des Virus nicht wesentlich 
verringert oder zumindest erhalten bleibt. 

"Qberraschenderweisc wurde nun gefunden, daB Struktur- bzw. Kapsid-Proteine von AAV so modifiziert wcrdcn kon- 10 
nen, daB dadurch eine Verringerung der Antigenitat bewirkt wird, wobei sich auch die Infektiositat nicht wesentlich ver- 
ringert, diese zumindest erhalten bleibt. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Slrukturprotein von AAV, das mindestens eine Mutation enl- 
halt, die eine Vernngerung der Antigenitat bewirkt. 

Unter der Verringerung der Antigenitat verstcht man im Sinnc der Erfindung und obiger Dcfinitioncn die Verringerung 15 
der Antikorperbildung und/oder Antikorperbindung durch Veranderung, Entfemen oder Hinzufugen bestimmter Sequen- 
zen oder Epitope oder einer Kombination dieser MaBnahmen, insbesondere bestimmter im Wildtyp vorhandener Epitope 
und Sequenzen. Durch eine verminderte Antigenitat wird beispielsweise eine Immunisierung eines Organismus durch 
eine Therapie rnit einem AAV-Vektor verringert. Dabei ist auch eine absolut gesehen, d. h. im Durchschnitt der Starke 
der Imrnunantwort, lediglich vcranderte Antigenitat im Sinne dieser Erfindung als verringert anzuschen, wenn mil dem 20 
erfindungsgemaBen Strukturprotein eine Antikorper- (Immun-) A ntwort nicht ausgelost wird, die mit dem Wildtyp ausge- 
lost worden ware. Eine derartige, absolut gesehen lediglich vcranderte Antigenitat kann zu einer vcrringcrtcn Immuni- 
sierung fuhren, wenn bei aufeinanderfolgenden Therapien erfindungsgemaBe AAV-Vektoren mit unterschiedlicher Anti- 
genitat eingesetzt werden. Die veranderte Antigenitat kann sich dabei sowohl auf die humorale wie auch die zellulare Im- 
rnunantwort beziehen. 25 

Die verringerte Antigenitat laBt sich fur die humorale Imrnunantwort beispielsweise dadurch nachweisen, daB ein An- 
tikorper, der an das unmodifizierte (Wildtyp-) AAV-Kapsid-Protein oder AAV-Kapsid binden kann, das erfindungsge- 
maBe, modifizierte AAV-Kapsid-Protein oder AAV-Kapside nicht mehr oder wesentlich schlechter erkennt. Derartige 
Nachweise konnen durch Standard verfahren wie ein Enzyme linked Immuno- absorbent Assay (ELISA) durchgefuhrt 
werden. Ein geeigneter Antikorper ist beispielsweise der A20 monoklonale Antikorper (siehe Wistuba, A. et al. ( 1 997) J. 30 
Virol., 71, 1341-52), der spezifisch nur vollstandig assemblierte AAV2-Kapside des Wildtyps erkennt, jedoch keine 
freien Kapsidproteine. 

Fiir die zellulare Imrnunantwort kann ein Nachweis der veranderten Antigenitat dariiber gefiihrt werden, daB AAV- 
spezifische Immunzellen durch Antigen-prasentiercnde Zellen, die mit Partikeln aus mutiertcn Strukturproteinen infizicrt 
wurden, nicht so stark stimuliert werden wie durch Antigen-prasentierende Zellen, die mit Partikeln aus ursprunglichen 35 
Strukturproteinen infiziert wurden. Dieses Verfahren ist in Analogie zu den Verfahren fur Vakzinia- und Adcnovircn 
(Tarpey, I. et al., (1994), Immunology, 81, 222-7; Nimako, M. et al., (1997), Cancer Res. 57, 4855-61). Die Stimulation 
der Immunzellen laBt sich beispielsweise durch einen Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current Protocols in Immu- 
nology (1999), edited by Coligan J. E. et al„ John Wiley & Sons) quantitativ messen. 

Es ist besonders bevorzugt, daB die Mutation im erfindungsgemaBen Strukturprotein keine wesentliche Verringerung 40 
der Infektiositat des Virus bewirkt, bzw. die Infektiositat zumindest erhalten bleibt. Unter Infektiositat verstehl man im 
Sinne dieser Erfindung die Fahigkeit, Zellen zu transfizieren oder zu transduzieren. 

Des weiteren ist das erfindungsgemaBe Strukturprotein vorzugsweisc wcitcrhin zur Partikclbildung, d. h. zur Ausbil- 
dung eines ikosaedrischen Kapsids, befahigt, insbesondere in Form eines AAV-Kapsids, da Partikel bzw. Kapside als 
Trager von ausgewahlten Verbindungen, z. B. rAAV-Transduktionsvektoren, besonders geeignet sind. Die Bildung von 45 
Partikeln laBt sich beispielsweise durch Elektronenmikroskopie nachweisen. Ein anderer Nachweis ist das Sedimentali- 
onsverhalten wahrend einer Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation mit anschlieBendem, optionalen Nachweis 
von in den Partikeln cnthallener viralcr DNA. 

Im allgemeinen kann die Mutation im VP1-, VP2r und/oder VP3 -Strukturprotein liegen, wobei das VP1- und/oder das 
VP3-Strukturprotein bevorzugt sind. Des wcitcrcn kann das Strukturprotein von alien AAV-Scrotypcn abgclcitct scin, 50 
insbesondere von humanen Serotypen, vorzugsweise von AAV1, AAV2, AAV3, AAV4 AAV5 und/oder AAV6, vor allem 
von AAV2, AAV3 und/oder AAV 6. 

Vorzugsweise ist/sind die Mutationen an der Virusoberflache lokalisiert. Zur Bestimmung der oberflachen-lokalisier- 
ten Bereiche der Strukturproteine wurde gemaB der vorliegenden Erfindung uberraschenderweise gefunden, daB 
CPV(Canine-Parvovirus) - und AAV2-Sequenzen und -Strukturen vergleichbar sind. Man kann daher vorzugsweise auf 55 
bekannte Kristallstrukturen von Parvoviren wie von Parvovirus B 1 9 oder von CPV zuriickgreifen und mit Hilfe von Ho- 
mologieverglcichen Proteindomanen identifizieren, die auf der Virusoberflache lokalisiert sind. GemaB der vorliegenden 
Erfindung hat daher beispielsweise ein computerunterstutzter Vergleich zwischen CPV und AAV2 bzw. Parvovirus B 19 
und AAV2 uberraschenderweise reproduzierbar zur Identifikation von Schleifen (Loops) in VP3 gefiihrt, deren Sequenz 
variiert, d. h. die eine geringe Homologie besitzen und die voraussichtlich auf der Virusoberflache lokalisiert sind. Da die GO 
Antigene fur die humorale Imrnunantwort fur Antikorper zuganglich und somit auf der Virusoberflache sein mussen, 
stellen diese Schleifen bevorzugte Kandidatcn fur Mutationen dar. So wurde die bekannte KristaLlstruklur des CPV VP2- 
Kapsid-Proteins (z. B. Luo M.(1988), J. Mol. BioL, 200, 209-21 1; Wu und Rossmann (1993), J. Mol.BioL, 233, 231- 
244; , Tsao J, et al. (1991 ) Science, 251 , 1456-1464) aufgrund der hohen Ahnlichkcit zum AAV2 VP3 in der sckundarcn 
Struktur des Proteins als Muster genommen, um die Regionen herauszufinden, die auf der viralen Kapsidoberflache ex- 65 
poniert sind und die aufgrund der lokalen Aminosauresequenz flexibel genug sind, beispielsweise die Insertion einer 
Peptidsequenz zu tiberstehen. Dabei wurde sorgfaltig darauf geachtet, daB keine sekundaren Su-uktureleinenle des 
AAV2-Kapsidproteins ausgcwahlt wurden, die das Kapsid dcstabilisiercn wurden. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Mutation(en) am N- Terminus des Strukturprotcins lokalisicrt, da ge- 
funden wurde, daB beispielsweise bei Parvovirus B 19 der N- Terminus an der Zelioberflache liegt. 

Eine weitere Mogiichkeit zur Bestimmung der Oberfiachen-lokalisierten Bereiche der Strukturproteine ist ein Ver- 
gleich der fur die Kapside kodierenden Nukleinsauresequenzen von unterschiedlichen AAV-Serotypen. Hierzu konnen 
5 beispielsweise bekannte DNA-Sequenzen unterschiedlicher AAV-Serotypen, wie AAV2, AAV3, AAV4 oder AAV6, fur 
Strukturanalysen moglicher Kapsidmorphologien von beispielsweise AAV2 herangezogen werden, wobei ab initio mog- 
liche Tertiarstrukturen berechnet und Sequenzbereiche aufgrund allgemein bekannter Aminosaure-Eigenschaften den in- 
neren oder auBeren Kapsidbereichen zugeordnet werden konnen. So konnten beispielsweise geniaB der vorliegenden Er- 
findung mogliche Insertionsstellen im VP3-Bereich des AAV2-Kapsids ermittelt werden, die die Insertion beispielsweise 
10 von Peptiden und deren Expression auf der Virusoberflache ermoglichten (siche unten). 

In einem weiteren Gegenstand der Erfindung kann die Mutation eine Punktmutation, eine Mutation mehrerer Amino- 
sauren, eine oder mehrere Deletion(en), eine oder mehrere Insertion(en) oder eine Kombination dieser Mutationen sein. 
Dabei kann die Punktmutation oder die Mutation mehrerer Aminosauren innerhalb von T- oder B-Zellepitopen liegen 
und Kombination gleichzeitig aus Punktmutationen, Mutationen mehrerer Aminosauren, Insertionen und/oder Deletio- 
15 nen bcstehen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrung wird Protein oder Peptid, vorzugsweise immunsuppressives Protein oder Peptid, in- 
sertiert. Dabei kann das Peptid aus beispielsweise 5 bis 30 Aminosauren, vorzugsweise 8 bis 20 Aminosauren und ins- 
besondere 10 bis 18 Aminosauren bestehen. Das Peptid hat beispielsweise die Sequenz QAGTFALRGDNPQG oder eine 
Sequenz, die zu dieser stark homolog ist. 
20 Besonders bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Strukturprotein, das mindestens cine weitere Mutation enthalt. Darun- 
ter ist zu verstehen, daB das Strukturprotein neben einer Mutation, die eine Verringerung der Antigenitat des Virus be- 
wirkt, auch eine weitere Mutation enthalt, die nicht zwangslaufig auch eine Verringerung der Antigenitat des Virus bc- 
wirkt. Besonders bevorzugt ist hier eine weitere Mutation, die eine Anderung, vorzugsweise Erhbhung, der Infektiositat 
des Virus bewirkt. 

25 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stellt/stellen die weiteren Mutation/en eine oder mehrere Deletionen 
und/oder eine oder mehrere Insertionen im Strukturprotein oder Kombinationen dieser Mutationen dan Dabei ist die In- 
sertion vorzugsweise die Insertion eines Zellmerhbranrezeptor-Liganden, eines Rep-Proteins oder -Peptids, beispiels- 
weise in Form einer Rep-Domane, eines immunsuppressiven Proteins oder Peptids und/oder eines Proteins oder Peptids 
mit einem Signal zur Doppelstrangsynthese eines Transgens bzw. Fremdgcns. 

30 Beispiele von Insertionen bei der weiteren Mutation sind u. a. Integrine, Cytokine oder Rezeptor-Bindungsdomanen 
von Cytokinen, Integrinen oder Wachstumsfaktoren, wie z. B. GM-CSF, IL-2, IL-12, CD40L, TNF, NGF, PDGF oder 
EGF, an Zelloberflachenrezeptoren bindende einzelkettige Antikorper, sog. "single chain" Antikorper (scFv), beispiels- 
weise an die Oberflachenrezeptoren CD40, CD40L, B7, CD28 oder CD34 bindende einzelkettige Antikorper, oder Epi- 
tope bzw. Rezeptorbindungsstellen, die beispielsweise ihrerseils von bestimmten Antikorpern, beispielsweise Anti- 

35 CD40L-monoklonale Antikorper, bzw. von chemischen Substanzen oder Hormonen, z. B. Katecholamine, erkannt wer- 
den. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der weiteren Mutation werden antikorperbindende Strukturen, wie z. B. Pro- 
tein A, Protein G oder anti-Fc- Antikorper, bzw. Teile hiervon, insertiert. An diese werden wiederum spezifische Antikor- 
per gegen bestimmte Zelloberflachenstrukturen (beispielsweise gegen das CD40 bei lymphatischen Zellen oder gegen 

40 das CD34 bei hamatopoietische Zellen) angekoppelt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird (werden) die Mutation(en) durch eine oder mehrere Insertionen an der 
Xhol-Schnittstelle der VPl-kodierenden Nukleinsaure und in einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform an der BsrBI- 
Schnittstelle der VP 1- kodierenden Nukleinsaure bewirkt. Eine weitere bevorzugtc Ausfiltcrungsform des crfindungsgc- 
maBen Strukturproteins entsteht durch eine Deletion zwischen den BsrBI-Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden 

45 Nukleinsaure und eine oder mehrere Insertionen, vorzugsweise an der Stelle der Deletion. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird (werden) die Mulation(en) durch 
eine oder mehrere Deletionen zwischen den Xhol-Xhol-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure, die 62 Ami- 
nosauren umfaBt (Hermonat, P. L. et al. (1984), J. Virol, 51, 329-339) bewirkt. In einer weiteren bevorzugten und cnl- 
sprechenden Ausfuhrungsform liegt die Deletion(en) zwischen den BsrBI-Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden 

50 Nukleinsaure, die innerhalb der oben beschriebenen Deletion liegt und 29 Aminosauren umfaBt. Diese Deletion hat den 
Vorteil, daB sie keine Uberlappung mit dem rep-Gen hat und daher den Verpackungsmechanismus im wesentlichen nicht 
beeinfluBt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegen ein oder mehrere Insertionen im VP3-Strukturprotein (Rut- 
ledge, E. A. et al. (1998) supra) vor und/oder nach mindestens einer Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus YKQIS 
55 SQSGA, YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSGV, NPVAT, EQYGS, LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG, 
da diese Stellen an den exponierten Stellen eines Loops liegen, wobei das Risiko gering ist, die VP3-Struktur zu andern. 

Die Punktmutation(en), die Mutation(cn) mehrerer Aminosauren, die Dclction(cn) oder Inscrtion(cn) wird/wcrden 
nach allgemein bekannten Methoden durch Deletion und Insertion in dem fiir das Strukturprotein codierenden Gen 
durchgefuhrt. Die Deletionen lassen sich beispielsweise mittels PCR-unterstiitzter Mutagenese in die einzelnen Struktur- 
60 protein-Gene einfuhren. Die Insertionen lassen sich nach allgemein bekannten Methoden beispielsweise mittels Hydro- 
lyse durch Restriktionsendonukleasen der entsprechenden Strukturprotein-Gene und anschlieBender Ligasereaktion ein- 
fugen. Die anschlieBende Expression des rnuticrten Gens fiihrt zum crfindungsgemaBcn Strukturprotein, 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein erfindungsgemaBes Strukturprotein in Form eines 
AAV-Partikels, insbesondere in Form eines AAV-Kapsids, da Parti kcl bzw. Kapside als Tragcr von ausgcwahltcn Vcrbin- 
65 dungen, z. B. rAAV-Transduktionsvektoren, besonders geeignet sind. 

Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung sind eine Nukleinsaure, vorzugsweise eine RNA oder DNA, insbe- 
sondere eine doppelslrangige DNA, kodierend fiir ein erfindungsgemaBes Strukturprotein. 

Die vorliegende Erfindung bczieht sich auch auf eine Zellc, vorzugsweise cine Saugctierzcllc, beispielsweise cine 
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COS-Zclle, HeLa-Zelle oder 293-Zclle, enthaltend eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure. Dcrartigc Zcllcn cigncn sich 
beispielsweise zur Herstellung der rekombinanten AAV-Partikel. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher auch ein Verfahren zur Herstellung eines erfindungsge- 
maBen Strukturproteins, insbesondere zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Strukturproteins in Form eines AAV- 
Partikels, wobei eine geeignete Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure, kodierend fur das erfindungsgemaBe Strukturprotein 5 
kultiviert und ggf, das exprimierte Strukturprotein isoliert wird. Beispielsweise laBt sich das erfindungsgemaBe Struktur- 
protein iiber einen Casiumchlorid-Gradienten, wie beispielsweise in Chiorini, J. A. et al. (1995), supra, beschrieben, iso- 
lieren. 

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auch auf ein Arzneimittel, enthaltend ein erfindungs- 
gemaBes Strukturprotein oder eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder eine erfindungsgemaBe Zclle und ggf. geeig- 10 
nete Hilfs- und Zusatzstoffe, wie z. B. eine physiologische Kochsalzlosung, Stabilisatoren, Proteinase-, DNAse-Inhibi- 
toren, etc. 

Des weiteren ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Arzneimitlel, das mindestens zwei verschiedene erfin- 
dungsgemaBe Strukturproteine enthalt, die jeweils unterschiedliche Mutationen aufweisen. Besonders bevorzugt ist da- 
bei, daB sie unterschiedliche Antigenitat besitzen. 15 

Ein weiterer bevorzugter Gegenstand ist ein Kit, enthaltend mindestens zwei verschiedene erfindungsgemaBe Struk- 
turproteine, bei dern jedes Strukturprotein getrennt von dem/den anderen Strukturprotein (en) in dem Kit vorliegt. 

Fiir eine Anwendung des Kits bzw. des Arzneirnittels mit mindestens zwei verschiedenen erfindungsgemaBen Struk- 
turproteinen, beispielsweise im Rahmen einer Therapie, wird dabei zunachst ein Strukturprotein angewandt. Fiir eine 
oder mehrere spatere Anwendung(en) wird/werden Strukturproteine mit anderer Antigenitat verwendcl. Eine Therapie 20 
mit Hilfe des Arzneirnittels bzw. Kits umfaBt also die sukzessive Gabe erfindungsgemaBer Strukturproteine. Das Arznei- 
mittel bzw. der Kit haben damit den Vorteil, daB (1) die bei wiederholter Anwendung des gleichcn Strukturproteins aus- 
geloste Potenzierung einer Immunantwort vermieden werden kann und daB (2) im Fall der Auslosung einer Immunreak- 
tion wahrend der ersten Anwendung, durch Verwendung eines Strukturproteins mit unterschiedlicher Antigenitat, die 
vorhandene Abwehrreaktion gegen diese zweite Anwendung weniger wirksam als gegen eine Anwendung mit dem er- 25 
sten Strukturprotein ausfallt. Die somit verminderte Immunisierung des Patienten erhoht die Wirksamkeit. Fur fortlau- 
fende Anwendungen kann so mehrfach zwischen verschiedenen Strukturproteinen gewechseh werden, urn eine Immu- 
nisierung eines Patienten so niedrig als mdglich zu halten. Bevorzugt ist ein Satz von mehreren Strukturproteinen in 
Form von infektiosen Partikeln mit unterschiedlicher Antigenitat, die als Vcktor fur den mchrfachen Transfer von bei- 
spielsweise identischen therapeutischen Genen verwendet werden. Ein weiteres Arzneimittel umfaBt einen Satz von 30 
Strukturproteinen in Form von infektiosen Partikeln, die als Vektor fur unterschiedliche Therapien verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung bezieht sich auf die Verwendung des erfindungsgemaBen Struk- 
turproteins fur die Anderung der Antigenitat von AAV, fur die Transformation einer Zelle und/oder - in Form von geeig- 
neten rAAV-Vektoren - fiir die Gentherapic. Unter Gentherapie vcrsteht man eine Therapie form, bei der durch die Ein- 
fuhrung von Nukleinsauren in Zellen ein EffTektorgen und somit meist ein Protein exprimiert wird. Man unterscheidet 35 
prinzipiell In-vitro- und In-vivo- Verfahren. In In-vitro- Verfahren werden Zellen aus dem Organismus entfernt und cx- 
vivo mit Vektoren transfiziert, um anschlieBend wieder in denselben oder in einen anderen Organismus eingebracht zu 
werden. Bei der In- vivo- Gen therapie werden Vektoren, beispielsweise zur Bekampfung von Tumoren, systemisch (z. B. 
uber die Blutbahn) oder lokal (z. B. in den Tumor) appliziert. 

Ein wesentlicher Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daB durch die erfindungsgemaBe Mutagenese von Struktur- 40 
proteinen von AAV die Antigenitat im wesentlichen ohne Verlusi der Verpackungseffizienz rekombinanter AAV- Vekto- 
ren - und damit der Grundvoraussetzung der Infektiositat - innerhalb des Kapsids des Virus geandert werden kann. Die 
vorlicgcndc Erfindung cignct sich daher im besondcrcn MaBc fiir die in vivo Transformation von Zcllcn, beispielsweise 
fiir die somatische Gentherapie, wenn eine verminderte Immunisierung von Patienten erwiinscht ist. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie zu beschranken. 45 

Beispiel 1 
Pi-Mutation im VP3 

50 

Zunachst wurde von einem Plasmid pUC-AV2, das durch Subklonierung des 4.8-kb Bg Ill-Fragments des pAV2 
(ATCC 37261, ref. 53) in die BamHI Schnittstelle des pUC19 (New England BioLabs Inc..) hergestellt wurde, ausgegan- 
gen. Mittels dem Fachmann bekannter PCR-unterstutzter Mutagenese wurden an definierten Stellen des Plasmids Muta- 
tionen vorgenommen. Dabei wurde eine fur PI , ein 14-AS-Peptid, mit der AS-Sequenz QAGTFALRGDNPQG, das das 
RGD-Bindungsmotiv eines Larninin fragments (Aumailley et al. (1990) FEBS Lett. 262, 82-86) enthalt, codierende Se- 55 
quenz nach den Nukleotiden 2985, 3345 und 3963 eingefiigt. Dies entspricht einer Insertion nach den Aminosauren 261, 
381 und 587 des AAV2-Kapsidprotcins (Nomcnklatur nach Zahl der Aminosauren (AS) gczahlt nach den AS ab Bcginn 
des N-Terminus im VP-1 von AAV2). In der anschlieBenden PGR werden jeweils 2 mutationsspezifische Primer und als 
Matrize ein Plasmid, pCap verwendet, das nur das cap-Gen enthalt und dadurch gebildet wird, daB das 2.2 kb EcoRI- 
BspMI-Fragment aus pUC-AV2 herausgeschnitten und in die EcoRil-Schnitlstelle des pUC19 eingefugt wird. Anschlie- GO 
Bend werden die PGR Produkte in Bakterien amplifiziert, sequenziert und das 1 .4-kb EcoNI-Xcml- Fragment, das PI ent- 
halt in pUC-AV2, in dem die korrespondicrende Wildtypcap-Scquenz herausgeschnitten wurde, subklonicrt. Demcnt- 
sprechend enthielten die nach den AS-Insertionsstellen pl-261, pl-381 und pI-587 genannten Plasmide (Mutanten) das 
komplcttc AAV2-Gcnom. 
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Bcispiel 2 
Herstellung von AAV2-Partikel 



5 HeLa-Zellen (eine humane Cervix-Epithel-Zellinie) wurden mit den Plasmiden gemaB Beispiel 1 transfiziert, dann ca. 
20 h inkubiert und anschlieBend mit Adenovirus Typ 5 infiziert. 72 h nach der Infektion wurden die Zellen aufgeschlos- 
sen und die AAV2-Partikel iiber einen CsCI-Gradienten gereinigt. 

Beispiel 3 

10 

Charakterisierung der Kapsidmutanten gemaB Beispiel 1 

In diesen Versuchen sollte fesigestelll werden, ob die Kapsidmutanten das virale Genoni verpacken und vollstandige 
Kapside bilden konnen. AAV2-Partikel der Mutanten gemaB Beispiel 2 wurden darauf uberpruft, ob und wenn ja wie- 
15 viele Partikel das Virus-Genom tragen und wieviel DNA in den Kapsid-Mutanten vcrpackt war. Dazu wurden die gemaB 
Beispiel 2 gereinigten Viren (Mutanten und Wildtyp) mit DNAse behandelt, geblottet und mit einer Rep-Sonde hybridi- 
siert. 

Der sich daraus ergebende Titer zeigte keine quantitative oder qualitative DifTerenz im Vergleich zum Wildtyp (s. Ta- 
belle 1). Die Viren behielten die Fahigkeit, daB Genom zu verpacken. 
20 Durch Elektronenmikroskopanalyse konnte weiter bestatigt werden, daB auch das Kapsid ausgebildet wird. 

Daher wurden die Mutationen nicht in Bereichen vorgenommen, die fiir die korrekte Faltung, die Kapsid-Zusammen- 
setzung oder die Verpackung des Genoms von Bedeutung sind. Die crfindungsgcmaBcn AAV-Partikcl sind in ihrcr Funk- 
tion ungestort. 



25 Beispiel 4 

Antigenitat der Kapsidmutanten gemaB Beispiel 1 

Um die Antigenitat der mutierten Kapside ablesen zu konnen, wurden in einem wcitcrcn Experiment A20 monoklo- 
30 nale Antikorper (A20MAb) in einem ELISA eingesetzt. A20MAb reagieren spezifisch mit komplett zusamrnengesetz- 
tem AAV2-Kapsid des Wildtyps (Wlstuba et al., (1997), J. Virol. 71, 1341-1352). Auch hier sind die Ergebnisse in Ta- 
belle 1 dargeslellt. Dabei zeigt sich, daB durch die Insertion in den Mutanten pl-261 und pl-381 im Gegensatz zum Wild- 
typ und pI-587 der A20 monoklonale Antikorper nicht mehr binden kann. 

35 Tabelle 1 



Verpackungseffizienz und Antigenitat der hergestellten Virusmutanten gemaB Beispiel 1 



Virusstock 


physikalische Virustiter 


ELISA mit A20-MAb 


Wildtyp-Kapsid 


810 13 


6-10 12 


Mutanten 




1-261 


MO 12 


n.m. 


1-381 


MO 12 


n.m. 


1-587 


410 13 


3-10 12 



55 Gezeigt sind die physikalischen Virusiiter (Dot-Blot) und der Titer mit A20-Kapsid-EOSA. Die Konzentrationen sind 
in Partikel/ml angegeben. "n. m." heiBt "nicht meBbar". 

Beispiel 5 

60 Infektionstests mit Kapsidmutanten gemaB Beispiel 1 

Um den Tropismus der Kapsidmutanten 1-261, 1 381 und 1-587 zu tcstcn, wurden die Zellen der Zellinie Co- 11 5 mil 
den mutierten Viren infiziert, Co-115-Zellen wurden zum Testen des Wildtyprezeptor- Tropismus der Virionen verwen- 
det, da dicsc gegenuber Wildtyp AAV2 anfallig sind. Drei Tage nach der Infektion wurden die Zellen durch Immunofluo- 
65 reszenzmessung mit Hilfe eines anti-Rep-Antikorpers darauf untersucht, ob das virale Rep-Protein exprimiert wird (Wi- 
stuba et al. (1997) J. Virol. 71, 1341-1352; Wistuba et al. (1995) J. Virol. 69, 5311-5319). Zellen wurden auf Objekttra- 
gem zu 70% Konfluenz geziichtet und rnit verschiedenen Konzentrationen erfindungsgemaBer viraler Priiparationen in 
serumfreiem Medium zusammen mit Adenovirus S inkubiert. Die Titer der viralcn Praparationcn wurden drei Tage spa- 
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ter entweder durch in-situ-Detektion der Rep-Proteinsynthese in einem Immunofluoreszenzassay (Rep-Titer) bestimmt. 
Dabei wurde die Immunofluoreszenzanfarbung mit AAV2-infizierten Zellen nach einer Methode von Wistuba et al. (Wi- 
stuba et al. (1997) J. Virol. 71, 1341-1352; Wistuba etal. (1995) J. Virol. 69, 5311-5319)durchgefiihrt. Die Objekttrager 
wurden einmal mit PBS gewaschen, in Methanol (5 min. 4°C) fixiert und anschliefiend mit Aceton (5 min. 4°C) behan- 
delt. Die Zellen wurden dann fur eine Stunde bei Raumternperatur mit dem monoklonalen Antikorper 76-3, der mit Rep- 5 
Proteinen von AAV2 reagiert, inkubiert, AnschlieGend wurde gewaschen und fur eine Stunde mit einem Rhodamin-kon- 
jugierten Anti-Maus-sekundaren Antikorper bei einer Verdiinnung von 1 : 50 in PBS mit 1% BSA inkubiert. Die Titer 
wurden aus der letzten limitierenden Verdiinnung der viralen Stammlbsung errechnet, die zu fluoreszenzposi liven Zellen 
gefuhrt hatten. 

Nach Infektion mit Wildtyp AAV2 und den Mutanten 1-261 und 1-587 konnten Rcp-positivc COllS-Zcllcn detektiert 10 
werden, wobei die Infektiositat der Mutanten um zwei bis drei GroBenordnungen kleiner war als die des Wildtyps, bzw. 
eine Mutante nicht infektios war (1-381) (Tabelle 2). Es konnte aber gezeigt werden, daS bei der Mutante 1-261 trotz ver- 
ringerter Antigenitat (s. Beispiel 4) die Infektiositat erhalten blieb. 

Tabelle 2 15 



Virus titer auf der Zelloberfiache 



Virusstock 


Titer auf COll j-Zellen " j"' ; v' 


Wildtyp-Kapsid 


210 9 


Mutanten 




1-261 


710 6 


1-381 


n.m. 


1-587 


MO 7 



35 

Gezeigt sind die Titer auf den wildtypanfalligen COll5-Zellcn. Die Titer sind fur 1-261, 1-381 und 1-587 wic den 
Wildtyp in Rep-EFU/ml ausgedriickt. Dabei bedeutet EFU expressionsbildende Einheiten (Expressing Forming Unit). 
Dabei heiBt "n. m." "nicht meBbar". 

40 



45 



50 



60 



65 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<1 10> MediGene Aktiengesellschaft 

<120> Strukturprotein von Adeno-assoziiertem Virus mit veranderter 
Antigenitat, seine Herstellung und Verwendung 

<140> 199 33 288.6 

<141> 15.07.1999 

<160>9 

<170> Word 6.0, PC-DOS/MS-DOS 

<210> 1 

<211>14 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 1 

Gin Ala Gly Thr Phe Ala Leu Arg Gly Asp Asn Pro Gin Gly 

<210>2 
<211>10 
<212> PRT 

<213> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 2 

Tyr Lys Gin He Ser Ser Gin Ser Gly Ala 
<210>3 
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<400> 3 

Tyr Leu Thr Leu Asn Asn Gly Ser Gin Ala 10 

<210>4 
<211> 10 
<212> PRT 

<2 1 3> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 4 

20 

Tyr Tyr Leu Ser Arg Thr Asn Thr Pro Ser 1 0 

<210>5 25 
<211> 10 



15 



30 



<212>PRT 

<213> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 5 



Glu Glu Lys Phe Phe Pro Gin Ser Gly Val 1 0 

40 

<210>6 
<211>5 

<212> PRT 45 
<213> Adeno-assoziierter Virus 

<400> 6 

Asn Pro Val Ala Thr 5 ss 

<210> 7 

<211>5 eo 
<212> PRT 

<213> Adeno-assoziierter Virus 
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<400> 7 

5 Glu Gin Tyr Gly Ser 5 
<210>8 

10 

<211> 10 
<212> PRT 
l5 <2 1 3> Adeno-assoziierter Virus 

<400> 8 

20 

Leu Gin Arg Gly Asn Arg Gin Ala Ala Thr 10 



25 <210>9 
<211> 10 
<212>PRT 

30 

<213> Adeno-assoziierter Virus 



35 <400>9 

Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly 1 0 

40 
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<400> 7 

Glu Gin Tyr Gly Ser 

<210>8 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Adeno-assoziierter Virus 
<400> 8 

Leu Gin Arg Gly Asn Arg Gin Ala Ala Thr 



15 



20 



<210>9 25 

<211> 10 

<212>PRT 

30 

<213> Adeno-assoziierter Virus 



35 



<400> 9 

Asn Val Asp Phe Thr Val Asp Thr Asn Gly 

40 

Patentanspriiche 

1. Strukturprotein von Adeno-assoziiertcm 'Virus (AAV), dadurch gekennzeichnet, daB das Strukturprotein min- 
destens eine Mutation enthalt, die eine Verringerung der Antigenitat des Virus bewirkt. 

2. Strukturprotein nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation keine wesentliche Vernngerung der 45 
Infektiositat des Virus bewirkt. 

3. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das mutierte Strukturprotein 
zur Partikelbildung befahigt ist. 

4. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es ausgewahlt ist aus mutiertem 
VP1 , mutiertem VP2 und/odcr mutiertem VP3. 50 

5. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es abgeleitet ist von AAV2, 
AAV3, AAV4, AAV5 und/oder AAV6 sowie anderen von diesen, insbesondere von AAV2, abgeleiteten AAV-Sero- 
typen. 

6. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis S. dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) an der Virus- 
oberfliiche lokalisiert ist/sind. 55 

7. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) am N- Termi- 
nus des Strukturproteins lokalisiert ist/sind. 

8. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation eine Punktmuta- 
tion, eine Mutation mehrerer Aminosauren, eine oder mehrere Deletion(en), eine oder mehrere Insertion(en) oder 
eine Kombi nation dieser Mutationen ist. 60 

9. Strukturprotein nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB Protein oder Peptid, vorzugsweise immunsup- 
pressives Protein oder Peptid insertiert wird. 

10. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Strukturprotein minde- 
stens cine weitere Mutation enthalt. 

11. Strukturprotein nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die weitere(n) Mutation(en) eine Anderung 65 
der Infektiositat des Virus bewirkt. 

12. Strukturprotein nach einem der Anspruche 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB die weitere(n) Mulati- 
on(en) cine oder mehrere Deletion(cn), eine oder mehrere Inscrtion(cn) oder cine Kombination dicscr Mutationen 
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ist. 

13. Strukturprotein nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Insertion ein Zellmem- 
branrezeptor-Ligand, ein Rep- Protein oder -Peptid, ein immunsuppressives Protein oder Peptid und/oder ein Protein 
oder Peptid mit einem Signal zur Doppelstrangsynthese des Fremdgens ist. 
5 14. Strukturprotein nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Insertion ausgewahlt ist 

aus einem Integrin, einem Cytokin oder einer Rezeptor-Bindungsdomane von einem Cytokin, Integrin oder Wachs- 
tumsfaktor, an einem Zelloberflachenrezeptor bindenden einzelkettigen Antikorper, einem Antikorper gegen Zello- 
berflachenstrukturen, einer antikorperbindenden Struktur oder einem Epitop. 

15. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) durch eine 
10 oder mehrere Insertionen an der Xhol-Schnittstelle der VPl-kodicrendcn Nuklcinsaure bewirkt wird/wcrdcn. 

16. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) durch eine 
oder mehrere Insertionen an der BsrBI-Schnittstelle der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/werden. 

17. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) durch eine 
oder mehrere Deletionen zwischen den BsrBI-Hindll-Schnittsteilen der VPl-kodierenden Nukleinsaure und eine 

15 oder mehrere Insertionen bewirkt wird/werden. 

18. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) durch eine 
oder mehrere Deletionen zwischen den Xhol-Xhol-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nukleinsaure bewirkt wird/ 
werden. 

19. Strukturprotein einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutation(en) durch eine oder 
20 mehrere Deletionen zwischen den BsrBI-Hindll-Schnittstellen der VPl-kodierenden Nuklcinsaure bewirkt wird/ 

werden. 

20. Strukturprotein nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB cine oder mehrere Insertio- 
nen in VP3 vor und/oder nach mindestens einer Aminosaure in der Sequenz ausgewahlt aus YKQIS SQSGA, 
YLTLN NGSQA, YYLSR TNTPS, EEKFF PQSG V, NPVAT EQYGS, LQRGN RQAAT, NVDFT VDTNG, loka- 

25 lisiert ist/sind. 

21. Strukturprotein gemaB einem der Anspruche 1 bis 20 in Form eines AAV-Partikels, insbesondere in Form eines 
AAV-Kapsids. 

22. Nukleinsaure, kodierend fur ein Strukturprotein gemaB einem der Anspruche 1 bis 21. 

23. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 22. 

30 24. Verfahren zur Herstellung eines Strukturproteins gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch gekennzeich- 

net, daB eine Zelle gemaB Anspruch 23 kultiviert und ggf. das exprimierte Strukturprotein isoliert wird. 

25. Arzneimittel, enthaltend ein Strukturprotein gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, eine Nukleinsaure gemaB 
Anspruch 22 und/oder eine Zelle gemaB Anspruch 23 und/oder gegebenenfalls Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. 

26. Arzneimittel enthaltend mindestens zwei verschiedene Strukturprotcine gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, 
35 dadurch gekennzeichnet, daB jedes Strukturprotein eine unterschiedliche Mutation aufweist. 

27. Kit enthaltend mindestens zwei verschiedene Strukturprotcine gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB jedes Strukturprotein getrennt von dem/den anderen Strukturprotein(en) in dem Kit vorliegt. 
25. Verwendung eines Strukturproteins gemaB einem der Anspruche 1 bis 21, einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 
22 und/oder einer Zelle gemaB Anspruch 23 fur die Anderung der Antigenitat von AAV, fur die Transformation ei- 

40 ner Zelle und/oder fiir die Gentherapie. 
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